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論文内容要旨
目的
 癌の進行を許す機構として宿主の免疫能低下もその一つと考えられる。例えば,担癌マウスでは
 SRBCに対する抗体産生や脾細胞のmitogenresponseが正常マウスの10%以下に低下する
 現象が認められ・詳細に検討するとMφ一Tinteractionの阻害あるいはsuppressor細胞の出現
 がこれらの免疫抑制の機構と考えられた。更に興味ある事に,担癌動物の腹水を正常マウスに投
 与すると,担癌動物に見られると同様な免疫無反応状態に陥る事が認められたので腹水あるいは
 血清中の抑制因子も癌の免疫抑制に重要な役割を演じていると考え,免疫抑制物質の解析を進め
 て来た。癌の一次・二次刺激で宿主が産生した高分子の免疫抑制物質の一つである酸性糖蛋白
 (pI3.0,MW50,000,糖含量3L5%)をヒト癌性腹水から単離精製し,immunosuppressive'
 acidicprotein(IAP)と命名した。
 IAPは5つのtypeのmicroheterogeneityをもつα1-acidglycoprotein(αrAG,
 pI2.9-3.3,平均MW48,000,平均糖含量4L5%)の一つのtypeであり,癌・炎症等で血中
 に増量するα1-AGの中で特にIAPは量的に主要部分を占める。またIAPは免疫抑制活性(in
 vitroPHA反応の抑制)もα1-AGより強い活性を示す事やマウス移植癌の増殖促進効果(in
 viVO)も認められている。
 IAPを合成・分泌している部位(細胞)を解明する事が生体内でのIAPの免疫調節をより
 詳細に解析できる手がかりになると考えた。ここで癌の進行に伴って血中に増量するIAP量と
 逆相関してPPD皮内反応やmitogen反応などの免疫応答能が低下したり,あるいは癌以外にも
 マウスにcarrageenan,BCG菌やListeria菌を投与(感染)させてもIAPが顕著に増量す
 る事に注目し,α1-AG(IAP)産生細胞として免疫担当細胞(特にマクロファージ)の可能
 が考えられたので検討した。
 材料と方法
 1)iAPと抗IAP血清:ヒト癌性腹水から硫安沈殿・DEAEイオン交換・SephadexG-
 100ゲル濟過・等電点電気泳動で精製したIAPを得た。IAPをウサギに免疫し,α1-AGの
 うちIAPと特異的に反応する抗IAP血清を得た。
 2)IAPの定量法:血清中のIAP量は一元放射免疫拡散法(SRID,感度1μg/ml)で定
 量した。培養上清中の微量のIAP量は受身赤血球凝集阻止反応(PHAI,感度10ng/皿1)で
 定量した。
 ・
爲
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 3)白血球とそのPoPulationの分離と培養:人末梢血から暫ラチン沈降法で白血球を分離し,
 更にFico11・Isopaque法で単核球と多核白'血球(PMN)に.分離した。SRBCとのrosette
 fomingce11を丁細胞,non-rosetteformingIymphocyteをB細胞,プラスチックadherent
 細胞を単球(Mφ)とし,RPMI1640+10%FCSの培地に浮遊させ,37℃CO2incubator
 で培養した。また単核球をTCGF存在下で培養しTcellblastoidce111ineを得た。同様に
 してEpstein-BarrvirusでtransformさせBcellblastoidce111ineを得た。
 4)樹立細胞株:Raji,Daudi,MOLT-4,THP-1(monoblastoidcellline)とHL-
 60(promyeloblastoidce111ine)を用いた。
 5)'THP-1のmetabolicIabetin9:3H-1eucineを含む培地でTHP-1を培養し,ラベ
 ル1ヒIAPをanti-IAP抗血清を用いたimmunoprecipitateで回収し,SDS-PAGEで分
 子量を測定した。
成績
 MφとPMNによるIAP産生が認られ(15ng/106PMN/皿L58ng/106Mφ/皿1),赤血球,
 T・Bリンパ球による産生は認められなかった。樹立細胞株でもTHP-1のみのIAP産生が認
 められた(58ng/106/ml)。Mφをi㎜unomodulator(carrageenan,LPS,i㎜une
 complex)で刺激すると,2日目で非刺激.より2～8倍量多いIAPの産生誘導がみられた。
 THP-1培養上清中の3H-1eucineを取り込んだIAP抗原の分子量はMW50,000とMW
 38,000の2分子が得られた。
考察
 Mφの個体発生からIAP産生をみると,MφとPMNの共通のprogenitor(promyelocyte,
 HL-60)はIAPを産生せずmonoblast(THP-1)は産生したもので・IAP産生はMφ
 の増殖分化のstageと関係ある事が示唆された。
 immunomodulatorの刺激でMφのIAP産生が増量した事からα1-AGがacutephase
 に血中で増える機構の一つを再現できたと考えられる。抗原刺激を受けると血中のIAPレベル
 は一過性の上昇を示し・抗原処理・提示を担うMφによるIAP産生が示唆された。しかし癌の
 場合にはIAPレベルが高値(500μg/ml以上・正常人の平均350μg/皿1)を維持し・下降
 がみられない。血中に多量に分泌されたIAPのみでも癌に対する宿主の免疫機構を抑制してい
 ると思われるが・IAPを産生しているMφについて考えると・Mφ集団の増殖分化あるいは機
 能が担癌動物では異常状態にある事が想像され,この様なMφが担癌生体の免疫抑制活性を担う,
 いわゆるsuppressor細胞の機能を持っているのではないかと思われる。
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 審査結果の要旨
柴田芳実
 血清中に存在する免疫抑制物質の一つ,IAPが癌の進展に伴って増加する機構をinvitro
 で解析した論文である。担癌宿主血清中に存在する免疫抑制活性を担う可溶性物質に関する報告1
 は数多い。しかし,その本体の物理化学的解析や産生細胞の検索を詳細に行った報告は数少ない。.
 著者は,IAPの産生細胞を解明する事により,IAPの血中に増量する意義を産生細胞と結びi
 つけて考える可能性を見出し,最終的に,担癌宿主の免疫低下の機構を解き明し得ると考えた。
 著者は,血中のIAPレベルが担癌宿主の免癌能(mitogen反応やPPD皮内反応)の低下と1
 相関して上昇する事に着目し,免疫担当細胞をヒト末梢血から分離後,培養を行い,培養上清中1
 のIAPを受身赤血球凝集阻止反応法で測定した。更に,種々の樹立細胞株も同様に用いて,1'
 AP産生の解明を企てた。
 得られた結果を要約すると,(1}マクロファージ(Mφ)と多核白血球(PMN)の細胞質中と培養1
 上清中にIAPが検出され,T・Bリンパ球からは検出されなかった。{2)3H一ロイシンを用い産生
 細胞をラベルし,抗IAP血清で蛋白を沈降させると,Mφ細胞株(THP・一1)の培養上清中に
 は血清中と同様のMW50,000と,さらにMW38,000の2分子が得られた。{2}Mφの培養の系を.
 カラゲナン∫LPSあるいは免疫複合体で刺激すると,2～8倍多いIAP産生が認められた。
 以上の成積は,α1-acidglycoproteinに関してT“3リンパ球にする産生も認められたとする.
 Gahmbergらの報告とは一部異っており,IAP産生は骨髄細胞中の共通の先祖細胞から分化・
 増殖したMφとPMNに限られており,MφとPMNの分化段階と関係ある事が示唆された。
 一般にIAPは担癌以外にも,炎症等でも増量する急性相蛋白の一つと考えられ,いずれの疾
 患の場合にも,宿主に存在する起炎物質がMφやPMNに作用し,IAP増量を引き起こすもの1
 と考えられる。したがってIAPの増量は,生体内のMφやPMNがある意味で活性化された状
 態にある事を反映しており,免疫反応におけるMφの重要性を考えると,IAP産生増量状態の
 Mφの免疫応答能への役割に興味が持たれる。
 以上,IAPの産生細胞を解明し,担癌宿主の免疫能低下の機序を細胞レベルから全身レベル
 に考えをひろめ得る結果を提供した点,学位授与に値するものと認める。
馬
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